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Bestinxnang von Peptidmotiven auf MBC-MolekSlen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrif f t ein Verfahren zur Bestim- 
nung von Pep'tldmotlven bzw* *epit.ppen auf Moleldileik des Major 
Eistocompatibili'ty Con^lex (MHC) sowie die dadurch bestimmten 
Peptidmotive and ihre Ve:cvendung zur Herstellung eines dla- 
gnostischen oder therapeutischen Mittels. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antiigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten Molekiilen. Dieses 
Ph^omen vird als MHC-Restrilction bezeichnet (1-5). Die Kri- 
stallographie von menschlichen MHC Klasse X-Mole]dilen, 
und Av68, ergab einen Spalt, der diirch die al- und a2«*Doin&nen 
der Bchweren Ketten gebildet wird (3,S). Man nimmt an, daS 
dieser Spalt die Bindestelle fUr antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthiel^en, die 
nicht mil: MBC-Seqnenzen kompatibel varen und sich an dieseai 
Spalt befanden (6). 

£6 wird angenommen, daS diese Peptide von intrazellulSLren 
Proteinen stasonen und an der Zelloberflache prasentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lyjnphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnonnale Eigenschaften zu testen. Es wurden be- 
reits MBC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinfizierten Zellen extrahiert 
{2,4,$,7r8)« Auf entsprechende Heise konnen auch Antigene, 
die durch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erlcannt 
werden, durch kiinstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-^assoziierte antigene Peptide vmrden von MHC. Klasse II- 
MolekUlen eluiert ( 10 ) • Auf grund ihrer Position in der Mitte 
von trlnolekularen Kos^lexen, die aus T-Zellrezeptor, Peptid 
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und MHC-Molektil bestehen (11), sind die T-2ellepitope ein 
zentraler Punkt des spezifiscben Xmmunsystems und somit be- 
steht ein groBes Bedttrfnis nach dent Verst&ndnis der Gesetz- 
mSBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestisiniungsver 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren 
zur Bestisimung von allelspezif ischen Peptidnotiven auf Mole* 
kiilen des Major Biatocoxopatibility Coinplex (MBC) der Klaasen 
I Oder IZ, wobei nan 

(a) durch Auf schluB von Zellen, die MHC-Molekiile enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmiechun- 
gen durch Immanprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmiscbungen von MflC-Molekttlen und aonstigen 
ProteinbeBtandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide Oder /und ein Genisch davon seguenziert 
und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, ixisbesondere aus der 
Seguenafierung eines Gemisches, oder aus der Seguenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezifi- 
sche Feptidmotiv ableitet, 

welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man Peptidsiotive auf 
Molektilen bestimznt, die aus der Gruppe, bestehend aus BLA-Al, 
HLA-A3, HLA-All, BLA«>A24, BIA-A31, BIA-A33, BLA*B7, BLA-B8, 
fiLA-B*2702/ BLA-B*350l, BLA-B*3503, BLJI-B37, HIA-B38, BIA- 
B*3901, HLA~B*3902, HLA-B*5101, BIA-B*5102, BIA<-B*51d3, BIA- 
B*5201, HZA-B58, BIA-BGO, BIA-B61, BIA-B62, HIA-B78, filA- 
Cw*0301, BUl-Cw*0401^ BIA-Cw*0602, BIiA-Cif*0702r BLA-Cw4, HLA- 
Cw6, HLA-CwV, HLA-DRBl*0101r DRBl*1201, BLA-DR4wl4^ BLA- 
DR17, HLA-DRW52, BIA-DPw2, BLA-DPBl*0401^ BLA-DQB1*0301, HLA- 
DQwl, BLA-DRl, BIiA-DR3 und BLA-DRS ausgewahlt sind. 
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Durch das erf indungsgeinfiSe Vcrf ahren werden Peptidmotivc 
bectimnt, welche die GesetzmaBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-Moleldile Peptide ausvahlen und prasentieren. 

Das erf indungsgenafie Verf ahren kann sowohl mit MBC-MolekOlen 
der Klaese Z als auch mit MHC-Molekiilen der Klasse ZZ durch- 
gefiihrt werden , wobei MHC-Molekiile der Klasse I bevorzugt 
sind. Die Peptidaotive HLA-A/ HLA-B und HLA-C sind Liganden 
fUr MHC-Molekule der Klasse I. Die Peptidmotive BZA-DR^ HIA- 
DQ und BLA-DP sind Liganden fiir HHC-^Molekaie der Klasse ZZ. 

Bei der Zmmunprazipitation der MHC-Nolekiile durch das erfin- 
dungsgesiSBe Verfahren verdan gunstigerweise Antikdrper ver- 
wendet, die fttr die .jeweils gemriinschten MHC-Molekiile spezi- 
nisch sind. Zur Bestinmung von B-2K<^- oder B-2D^ -Molekiilen 
werden beispielsweise K^^-spezifische Antik&rper (25) oder D*»- 
spezifische Antikdrper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
loan Bonoklonale AntikBrper, es let jedoch auch die Vervehdung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiseruns inSg- 
lich, Antikorper, die erf indungsgemSB verwendet werden kSn- 
nen, konnen mitt els dem Fachmaiin gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antlkorpem, 
die in der Erfindung verwendet werden kSnnen, schlieBen alle 
Antikdrper gegen BLA-Antigene, die in dam "Catalogue of Cell 
Lines and Bydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschr&nken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Bomenklatur ) schlieBen 
BB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erw&hnten Anti- 
k6rper gegen Kaus-B<-2»Antig^e kSnnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Zmmunprazi- 
pitation durch Festphasen-^gebundene Antik5rper. Festphasen- 
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gebundene Antikorper lassen sich auf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise hcrstellen, a.B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan^aktlvierte Sepharoae 4B (Phaxmacia LKB) • Andere 
Beispiele von Festphasen^ an die Antik5rper 2ur erfindungsge- 
aSBen Vezvendung gebunden werden konnen, schlleBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf 2U beschr&nken. Das bevorzugte 
Verf ahren der Inmunpr&zipitation 6t.ellt Adsorptions-chrosaato- 
graphie mittels AntikSrper, die an ans Cyanogenbroiiild-»akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestell'ten 
Kugelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekiilen und sonstigen Proteinbestandteilen erf olgt gQnsti* 
gerweise durch ein chromatographisches Verf ahren, vorzagswei- 
se Gber Reversed PhaserHPLC. Dabei hat es sich als gfinstig 
ezviesen, daB die Abtrennung in einem TrifluDressigsaure/HjO- 
Trifluoressigsfiure/Acetonitril-Gradienten erf olgt. Andere 
Verf ahren, die erfind^ngsgemSB zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-MolekUlen verwendet werden k^nnen, schlieBen 
lonenaustauBch, .Gelfiltration, Elektrofokussierung, High 
Performance Capillar . Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf besch&nkt. Bin anderes 
Mittel zur DurchfUhrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Permeabilitat von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren-- 
nung mittel s ^HPLCi.durchgefUhrt*^ 

Bel der chromatographisehen Auf trennung der Peptidgemische 
kann man in manch^n Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Sonit besteht Schritt«(d) des . er-findungsgemSSen Verf ah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Kpnsensusseguenz f(ir die auf dem jeweiligen MBC- 
Molekul.befindlichen.P^ptidmotiye bestisont werden Icann, 
Oder /und in der Sequenzierung ..eines definierten Peptids. 
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Als Ausgangsmaterial f fir die Bectiminung von Peptidmotiven 
kbnnen nornalc Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Brreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden* Momiale 
Zellen, die in der Erfindung verwendet werden k5nnen, 
schlieBen frische Zellen, wie z.B. periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einen 
anderen Gevebe, das MHC*-Molekfile exprimiert mit ein, sind 
jedoch nicht darauf beschr&ilct. In der £r£indang vezwendete 
TuBorzellinien schliefien die Tunorzellen BZi4 und P815 nit 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrSLnkt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kon- 
nen, schlieBen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Bps tein«-Barr* Virus transf orsiierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erfindungsgemSBe Ver- 
f ahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem f olgenden 
Grundprinzip s 

a) Sie weisen eine allelspezif ische Peptidliinge von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MBC-Klasse I-Molekiilen sowie 
von 8 bis 15 AminosSuren bei MHC^-Klasse ZI MolekQlen 
auf, 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition** wird verwendet, wenn eine Position ein 
s'tarkes Signal ftir einen einzigen Aminos&urerest zeigt 
Oder wenn eine Position durch einige wenige Aminos&ure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird) , wovon sich eine Ankerposition inmer am Ci-termina*. 
len Ende befindet und h&ufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise au.f MHC-Molekiilen 
von normalen, virusinfizierten, anderweitig infizierten 
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Oder mit Genen transfizicrten oder ait "Antigen beladenen 
Zellen prasentiert. 

Die Sequenzierung der Selbstpeptidgemische aus den MBC-Xlasse 
I-Molekttlen H2K^ , H2K** , H2D*» und HIA-A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedlicbes allelepezif isches Peptidmotiv, das von 
jeden der Klasse I-Molekaie prSsentiert wird« Die von K*' , D^ 
und A2 prasentierten Peptide aind Konamere, w&hrend die K^- 
prasentierten Peptide Octanere sind, wobei die korrespondie- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen entbalten, die durch 
einen einzigen Aminosaurerest oder durch einen aus einer 
geringen Anzahl von AminosSLureresten mit nahe vervandten 
Seitenketten besetzt sind* Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, aie konneh etwa an Position 5 und 9 (D^ ) oder 2 und 8 
(K^, A2) Oder 5 und 8 (K^ ) sein. Die C-terminalen Ankerreste • 
aller Kotive eind hydrophobe Aminos&uren. Die nicht an Anker- 
positionen bef indlichen Asdnosaurereste k6nnen ziealich va- 
riabel sein, einige jedoch verden vorzugsweise durch bestimra- 
te AminosHuren besetzt, beiepielsweiee findet man h&ufig Pro 
an Position 4 des K^'-Motivs, Tyr an Position 3 das R^-Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D^- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fiir B^2I/^ war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2* 

Die durch das erfindungsgemafie Verfahren gevonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei NHC-Klasse I-Holek&len (3#6). Unter- 
schiedliche MHC^-Klasse I-*Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
venmitlich darauf zuriickzufiihren ist, daB die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminos&uren aufnehmen ktinnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MBC-Krist alien und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlich 
komplementare Strukturen dar. 
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Ein weiterer Gegenstand dcr vorliegenden Erfindung ast die 
Verwendung der erf indungsgemafien Peptidmotive bei einem Ver- 
fahren zut Berstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mlttels. Ein nSgllches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Kachveis von MHC-Molekiilen • Da die 
MBC^Molekiile durch ihre individuelle spezifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, Jcann ein Bindungsnachweis fiber 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, vobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores-* 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt vird. Andere den Fachmann 
bekannte Markienmgan k6nnen ebenso in der Erfindung verven- 
det verden. Diese Markierungen schlieBen, ohne sich darauf zu 
beschranken^ radioaktive Markierungen wie z-B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes '^^I oder ^'^I, oder oder 
(beide wahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsveise an Micht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auftreten 
von Aatoiinmunlcrankheiten und der Expression von MHC-MolekUlen 
mit krankheitsspezif ischen Peptidmbtiven k6nnen diagnostisch 
verwertet werden, Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
vendungen der erfindungsgemBfien Peptidseguenzen schlieBen, 
ohne sich darauf zu besehr&nken, Messung der Bindungsspezifi- 
tat von MHC-Moleklilen, Korrelierung der Bindungsspezif itat 
von HHC-Molekulen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die Interessiefenden MBC^-Holeklile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv passen) und Be- 
stimmung^ der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T.-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252--254 (1990)) mit ein. 
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Ein welterer Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung der 
erfindungsgeoSBen Peptidmotive bei einen Verf ahren zur Ber- 
stellung eines Arzneimittele zur Therapie von Stomngen des 
Zinznunsysteins oder von Tumorerkrankungen. Insbesondere kSnnen 
die erfindungsgemaBen Peptidmotive fUr die Intervention bei 
Autoinmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielswei- 
se dttrch Blockierung bestinnter MBC-Molekiile sowie durch die 
Induktion peptidspezifischer Vicht-ReaktivitSt von T^Zellen, 
verwendet verden* Weiterhin ist eine Intervention bei Trans- 
plantatabstpBungen und Graft-versus-Bost-Reaktionen auf ana- 
lege Weise nBglich. Ferner konnen die erf indungegemSBen Pep- 
tide fur die Induktion oder die Vers tar kung bzw. Vermehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen In v±tro und in 
vivo eingesetzt werden, insbesondere ffir die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und f fir die Therapie bestehender 
Tumor erkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-Leuk&nia-Ef fekt (Sullivan et al., N.Engl. J*Med« 320: 
828-834) ausgenutzt verden kann. Die erfindungsgenWen Pepti- 
de kSnnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen 
inf ekti5se oder joaiigne Rj^ankheiten zu verst&rken, indea MBC- 
bindende Peptide, die spezifisch fiir das infektl6se Mittel 
Oder fiir Tusiore sind, in vivo eingesetzt werden. Altemativ 
konnen T-Zellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Nachs- 
tunsbedingungen, einschlieBend Cytokine, wie z.B, Interleukin 
2, Interleukin 4 oder interleukin 6 vemehrt und anschlieBead 
in den Patienten zurfickgefahrt werden. Die erfindungsgendiBen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tunore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprJjnieren, ein- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschranken, Melanqme, Brust- 
krebs. Tumor e viralen Ursprungs, wie z.B. BurJcittslyiaphom und 
solche Tumore, die durch nenschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tunore zu behan- 
deln. Peptide, die von T-Zeilrezeptor-Molekiilen oder Antik&r- 
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permolekulen abstammen, konnen auch fOr die gezielte Manipu* 
lation ojamuxiregulatorischer Meehanismen eingesetzt werden, 
insbesondere ftir die BekMmpfung von Autoimmankrankfaeiten und 
Transplant atabstoiBungen, sowie Graft-versus-Host-Reaktioncn. 
In vivo-Verwendungen der erfindungsgemSBen Proteine zur PrS- 
vention schlieBen ihre Vcrwendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
sein, als Peptidvakzine gegen infektibse oder naligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Erfindong geaa^elten 
Information bezQglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein-* 
bau in alle anderen Arten von Inpfatoffen einschlieBlich 
rekombinante Impfstoffe (einschlieBlich Viruse vie Vaccinia 
Oder Bakterien vie Salmonella oder Mycobacteria) nnd Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekonbinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) Oder anderen Zellen, einschlieBlich Befe*, Insekten-, 
Maus- Oder menschlichen Zellen hergestellt wurden^ mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationeh der erfindungsgemSSQe Pep- 
tide kSnnen durch den Fachmann routinemSBig bestimmt warden. 
Diese k5nnen in vivo in einem Bereich von 10 pg bis 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationen k&nnen in einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden* Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschr&h- 
ken, einen subkutanen, intramuskul&ren, intravenbsen^ intra-^^ 
dermalen und oralen Weg xnit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erf indungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C^terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere. lipophilen Peptid-Selices kovalent verknfipf t. 
Ein Beispiel f Or eine derartige Gruppe ist Tripalmitqyl*S*- 
glycery Icysteinyl-sezylserin • 

Die Erf indung soil welter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figuren 1 und 2 veranschaulicht werden. 
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Eg zeigen 

rig. la ein HPLC-Profil von Material^ das mit Ant i-K** -Anti - 
ko2n?ern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde. 

Fig. lb einen vergrfifierten Ausschnitt des Chronatograinms 
OU8 la (Fralction^n 15 - 35), 

Fig. Ic eine Rechroaatographie des in lb nit einen Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids, 

Fig. 2 MHC-Molekaie und ihre Liganden. 



10 bis 20x10^ P815»Tiunorzellen (H-2K^ ) %nizden pelletiert und 
30 Minuten nit 250 nl 0,5 % Konidet P40 in Phosphat-gepuf fer-* 
ter Salzlosung (PBS) nit 0,1 nmol/1 Phenylnethylsulfonylfluo- 
rid (PMSF) bei 4^C geriihrt. Der Oberstand wurde 5 Minnten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und.4*C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschronatographische Anordniing ge-> 
leitet* Die adsozptionschronatographische Anordnung bestand 
au8 drei SEulen nit jeweils einen Bettvolunen von etwa 1 nl. 
Das Saulennaterial bestand aus Antik5rper-*gelcoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kiigelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4D (Phaznacia LKB] genSB den Protokoll des Bezvtel* 
lers hergestellt wurden. Als AntikSrper wurden jeveils 5 ng 
von -spezif ischen Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 2^5) 
Oder D^-spezif ische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 nl der KUgelchen gekoppelt. Der ttberstand des Sellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule aiit Glycin-gekoppelten KQgel- 
Chen, dann durch eine entsprechende SSule Biit Anti-K^«*RQgel-> 
Chen und dann fQr eine Scheinprazipitation Ober Anti-*D^* 
Kiigelchen geleitet. 



Die Kiigelchen wurden aus alien drei S&ulen entfernt und nit 
0,1 % Trifluoressigsaure fiir 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
Uberstande wurden durch Vakuunzentrif ugation getrocknet und 
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durch Reverse Phase BPLC unter Verwendung elner Supezpac Pep 
S Saule {C2/C18; 5 pm Teilchen, 4,0 x 250 sun, Pharmacia LRB) 
und einer Pharmacia £KB-Apparatur abgetrennt (4). Elutions- 
mit-tel: L&sung A 0,1 % Trif lucres sigsSure in BjO (v/v|, 
Losung B 0,1 % TrifluoressigsSure in Acetonitril. 

Fiir die in Figur la und b gezeigten chromatpgraphischen Tren- 
nungen vorde der folgende Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

FluQrate: 1 ml/Minute, FraktionsgrSBe: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen vurden gesammelt und durch Va)cuu]n* 

zentrifugation getrocknet* 

Figiir 1 zeigt die BPLC-An£trennung von immnnprSzipitierten 
und Trifluoressigs&ure-*behandelten R'-MolekUlen. Figur la 
zeigt ein BPJjC-Profil voci TFA-behandelten Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti«-K^ (durchgehende Linie) bzw. nit Anti"-D^ 
(gestrichelte Linie) pr&zipitiert wurde* Swischen den Frak- 
tionen 20 und 28 vird heterogenes Material In geringen Mengen 
eluiert, bei dem as sich urn die gesuchten allelspezifischen 
Peptidgemische handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K^-Ansatz als 
auch von dem Schexnpfazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequen*- 
ziert (Bdman et al», Eux; J.Biocbem. li 80«*91 (1967) )• Der 
Edman-Abbau vurde in einem Protein Sequencer 477A, ausgestat-* 
tet mit einem on-line PTB-^Aminos&ure Analysator 120A (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, DSA) durchgefiihrt. Glas- 
faser filter wurden mit 1 mg BloPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert;«.:Die Seguenzierung wurde unter Verwendung 
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der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 CApplied Biosy- 
stems) durchgefuhrt. Cystein vurde nicht; modifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen warden • 

Das Ed2iian«-Verf ahren beinhaltet eine sequenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentf ernung vom K-Termlnus, von denen jede 
chromatographisch identifiziert wird« Da es ungewShnlich ist, 
komplexe Gemische von Peptiden zu seguenzieren, verden die 
dlrekt aus den Seguenzierger&t gewonnenen Da^en pr&sentiert. 
Tabelle la und b zelgen die Ergebnisse aus zwei Seguenzie*- 
rungsversuchen £Ur K^-eluierte Peptide. Tabelle Ic zeigt das 
Seguenzierungsergebnis einer Scheinelution mit D*»-spezifi- 
schen Antikorpern auf PBIS-Lysaten* Die K** -eluierten Peptide 
haben ein klares Aninosauremuster fUr jede Position von 1 bis 
9, wShrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichf dzmiges Aminoe&uremuster ni:t einer Abnahme der absolu*- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt* Bei den K^'- 
eluierten Peptiden vurden nur die Reste, die nehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich mit dexn vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen Zykliis zeigten, als aignifikant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist achwierig 
zu beurteilen, da es keinen Vorherigen Zyklus gibt and ttber- 
dies alle in HPLC^Pool vorhandenen freien Aninosauren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Fiir die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen B&ufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufweist. Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natUrlichen -restringierten 
Influenza-Epitops (nit der Seguenz TYQRTRALV) mit anderen K^- 
restringierten Peptiden im Binblick auf den Tyrosiu'-Rest an 
Position 2 resultiert* Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fflr die folgenden Positionen 3 bis 8 
charalcteristisch ist. Es werden bis zu 14 untersehiedlicbe 



wo 94/11738 



PCr/EP93/(l3il75 



- 13 - 

Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, dafi die meisten K^'-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht l&nger als 9 Reste sind. Das natfir- 
liche X<'.-re8tringierte In£luenza*Peptid ist somit ein 
Monapeptid (4)* Das Konsensusseguenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt. Am sieisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine gr6Bere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Bin Vergleich dieses Motive ait Peptid- 
seguenzen, die -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die aeisten gut zu den -restringierten Konsensusaionoiner- 
Motiv passen (Tabelle Id). 

Der durch einen Pf eil in Fraktion 29 von Figur lb narkierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinpr&zipita- 
tion wurden unter hSherer AuflSsung emeut chromatographiert, 
wobei das Fraktionsvolumen 0,5 al betmg (Fig. Ic). Der 
scharf e spezif ische Peak stellte ein Peptid ait der Aainos&u- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Seguenzierung be- 
stimmt wurde. Die Identitfit dieses nattirlichen Zellpeptids 
loit synthetischein SYFPEITHI -*Peptid %n2rde durch Coelution auf 
HPLC best&tigt (Fig. Ic). Die Sequenz pafit zu dea Konsensus- 
notiv aus dea Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la,b), 
vodurch das Vorhandensein eines spezif ischen -z-estringier-* 
ten Peptidaotivs (Tabelle Id) best&tigt vird. 
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Tabelle Id 

Das K*^ -rcstringierte Peptidnotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




y 


















N 


P 


M 


K 


T 








I 






F 


N 








L 












K 


F 


A 


A 


V 


B 


P 


E 


A 




H 


E 


K 


I 


B 


E 


R 




V 


S 


P 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


Y 


B 


V 


V 




S 


H 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


S 


R 


S 


F 






E 




T 


I. 




R 






Q 




6 












K 
















M 
















T 













I 

L 



fiekannte E j pi t ope* 



TYQRTRA LV 



I 
V 

I 

L 
R 
R 
K 
S 
S 



y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 
y 



A 

Q 

s 

Q 

L 
L 
Q 
I 

V 



V 
L 
V 
V 
N 
N 
V 
S 

s 



A 
A 
A 
G 

G 
G 
T 
A 
A 



G 
I 
S 
T 
K 
K 
T 
E 
E 



S 

y 
s 

Y 



L 
A 
L 
V 

E T L 
E T L 
T L 
K I 
Q I 



Litexatmr* 

Froteinguelle stelle 

Influenza FR8 NP 147-154 4,29 
Selbstpeptid P815 

Influenza JSP BA 523*549 30,31 

Influenza JAP BA 523-549 30,31 

Influenza PR8 BA 518-528 32 

Influenza JKP EH 202-221 . 30,31 

HUW^4 170*18233 33 

HlA-0^3 170-186' 34 

P815 IXanar-Antigen 35 
Plaancdium ber^^iei CSP 249-'260 ' 36 

Plasmodium yoeli CSP 276-288 37 
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♦ Peptide, von denen bekannt ist, daQ eie K** -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemaB ihrer Tyr-Reste in Ober- 
eins-tiimnung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daB sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen. 

Peispiel ? 

Elution von Peptiden aus and ->MolekUlen 
Detergen2-Lysate aus EL4-TumorzeIlen (B-2^ ) wurden ait K^- 
spezifischen und -spezif ischeh AntikSrpern/ vie in Beispiel 
1 beschrieben, immunpr&zipitiert. Ale -Antikorper vurde 
B22-24 9 (siehe Beispiel 1) nnd ale -Antikorper vurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) vervendet. Die von MHC-MolekCilen diesoziier- 
ten Peptide vurden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sovohl K*^* als auch D** -Material vurde mit Profilen eluiert, 
die in etva den -Material aus Beispiel 1 entspracben, vobei 
jedoch in dem heterogenen Matcurial, das zvischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gevisse Unterschiede auftraten. 

-restringiertes Peptidmotiv 
Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D^-Ansatz vurden 
sequenziert (Tabelle 2a,b)« Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal flir 
Asn* Der vorherrschende Rest an Position 5 der D^-eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schvache Signal fttr Asp vird 
durch Hydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachveisbare Reste* Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fUr Met, .ein mittleres fUr lie und ein schva- 
ches flir lieu (alle hydrophob). (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D^ -restringierten Epitop vurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 var kein Signal, vas darauf 
. hindeutet , daB D^ -prasentierte Selbstpeptide Monapeptide 
sind. Das durch diese Ergebnisse ennittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt. Ein Vergleich dieses Motivs nit 



wo 94/11738 



PCr/EP93/Q3175 



- 17 • 

dem natiir lichen <^restringierten Peptid und mit andejcen 
Peptiden, die -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
Asn an Position 5 ein unver&nderlicher Ankerrest des I>^«*re- 
stringierten Peptidsiotive sein kann. Die anderen Reste der 

-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, nit 
Ausnahme von Position 9 (nit. Met r oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht. 



>5 is3pa3S2S 

«5g2ggsasa35 sasgsassas 

| = £ 33SSSSISS3S sssssiasass 

"« 3aS|3ag3S2 |S3|3Sig238 
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Tabelle 2c 

Das D** -rcstringicrte 

Dominante Ankerreste 
stark 



Feptidmotiv 

Position 
123456789 
M M 

H I K L I 

L . E F 

P Q 

V V 



schwach 



A 


A G 


D 


A 


D 


F L 


M 


Q 


T 


Y 


E 


E 


I 


D 




T 


Q 


K 


F 






V 


V 


S 


P 






M 


•p 


Y 


S 






E 


Y 




T 






Q 






V 






H 












I 












K 












P 







Bekannte Epitope 



ASKEW M ETM 
SGP SMTPPEZ 
SGVEKPGGYCL 

S A I N N y • . . 



Litexatur— 
Pcoteinquelle stelle 
Influenza MP 366-374 154 4,2 
Adenovirus ElA 38 
Ispu^txyzyten Gharianeningitis 
yinis GP 272*293 39 
Siman Virus 40 T 193-211 40 
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K»»-restringierteB Peptidmotiv 

Die vereinigten Fralctionen 20 bis 2E aus den K^-Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle Sa^b). Position 3 enthielt ein starkes 
Signal £Ur l?yr und ein schwaches fiir Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fiir 5 Reste. Starke Signale fUr Phe and far 
Tyr nacben diese beiden Reste an Position 5 vorherrscbend. 
Die nMchsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu^ ein loittleres 
fttr Met und schwachere ftir He und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg f Ur irgendeinen Rest, was adt der L&nge des 
bekannten --restringierten natfirlichen Peptide, das ein 
Octamer 1st (5), fibereinstimmt. Bine Analyse des Itf»-re6trin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Bpitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit iihnlicben aromati* 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, He oder Val 
(alle Slit fihnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K^'-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 345678 
P L 
Y 



stark 



M 



schwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
£ 
K 
T 



T 
1 



Q 



B K 
S 



I 
V 



Bekannte Epitope 



RGYVYOGIi 

S IIKF EKL 
AP GNYPAL 



Pxoteijiquelle 
Vfefliculnr Stanotitis Vizos 
HP 52-59 5 
Ovalbumin 258-276 41 
SezvSai Virus HP 321-332 42 



Literatur- 
steUe 



pejspiel 3 

ELA-A2.1-re6tringierte6 Peptidnotiv 

Ein Detergenz-Lysat von. nenscblichen JY-Zellen siit dem HLA- 
A2 . 1-MHC-MoIekUl (45) wurde ait A2-spe2ifischen AntikSrpexm 
(BB7^2r IgG2b^ Literaturstelle 28) immunprazipiticrt* Die von 
A2-Molekulen dissoziierteh Peptide warden durch HPI#C aufge- 
trennt; £s %mrden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben sequenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi^ 
tion enthielt ein starkes Signal fttr Leu und ein mittleres 
fiir Met* An den Positionen 3 bis 5 warden jeweile 6 bis 8 
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Reste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Posit ionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fttr einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-^re8tringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-re8tringiezrten Epitopen kSnnen mit dem Motiv in 
Obereinstimmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise. mSglich ist (Tabelle 4c) . Die Existenz von nehreren 
Varianten von A2-Molekaien kann diese schlechte Obereinstim- 
aiung einiger Peptide adt den Motiv verursachen. 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringierte Peptidmotiv (BLA-A*0201) 

Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dominan'te AnkerreiBte 




L 














V 


stark 




M 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


6. 


.1 


z 


A 


B 


L 




L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T 


H 








K 




p 


T 


N 












N 




M 




G 












Y 




S 




F 












V 




K 




V 


H 









Bekahnte Epitope 

Literatur- 
Proteinquelle atelle 



I 


L 


K 


£ 


P 


V 


B 


G 


V 


HIV IteverBe Ttanskriptase 
461-485 


43 


G 


I 


L 


G 


F 


V 


F 


T 


L 


JnflnRnza MstrijiEcotein 57-68 


44 


I 


L 


G 


F 


V 


F 


T 


L 


T V 


Influenza Matru^Ectein 57-68 ' 


44 


F 


L 


Q 


S 


R 


P 


E 


P 


T 


Brr Gag Protein 446-460 


46 


A 


M 


Q 


M 


L 


K 


E 


• 


• 


mv Gag Pnstein 193-203 


46 


P 


I 


A 


P 


G 


Q 


M 


R 


E 


mv Gag Protein 219-233 


46 


Q 


M 


K 


J> 


C 


T 


£ 


R 


Q 


BZV Gag Protein 418-443 


46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A«0205 

Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 



8 9 
L 



Andere 



V Y 
L P 
I F. 
Q I 
M 



G 
E 
D 
K 
N 



V I 

Y V 
L T 
I L 

A 
R 



Q K 



Tabelle 6 

Das H«2K^ --restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 



8 

I 



Stark 



K 
N 
Y 
M 



Schvach 



V 
F 



Q 
I 
L 
F 
P 
H 
T 



L A 
G 
P 

T 
V 
F 
S 



M T 

K 

H 
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Tabelle 7 

Das H-2K^ ■ ' -rectringierte Peptidmotlv 

Position 
1234567B 
Dominante Ankerreste I 

Stark E K 

Schwach Q H P A R 

G Q R Y 
P G K 
M 

P 

y 



Peptidaiotive von ELA-Al, HLA-A3, HLA-All, HLA-A24, BZA-A31, 
HLA-A33r HLA-B7, HLA-B8, HIA-B*2702, HLA-B*3501, BDLA-B*3503, 
HIA-B37, eiA-B38^ HIA-B*3901^ HLA-*B*3902, HLA-B*5101, 
eLA-B*5102, HLA-B*5103^ HIA-B*5201^ HUV-B58, HIiA-B60, 
HLA--B61, BLA-B62, HIA-B78, ELA-Cv*0301, HLA-Cw*0401, 
BLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702, BLA-Cw4, HLA-Cw6, HLA-Cw7r HIA- 
DRB1*0101, DRB1*1201, BIA-'DR4wl4, BIA-DR17, BLA-DRw52, BLA- 
DPw2, BLA-DPB1*0401, BIiA-DQBl*0301, BIA-DQvl, BLA-DRl, BLA- 
DR3 und BLA-DR5 

Die Bestistmung dieser Peptidmotive erfolgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den Tabellen B bis 
24 dargestellt. 



Die Peptidmotive ELA-A, B und C sind MBC-Klasse I-Liganden. 
Die Peptidmotive BLA-DR, DQ und DP sind MBC-Klasse II--Ligan- 
den« 
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Ankers AHe Anker werden in der Kegel bei alien natttrlichen 
MHC-Klasse I-Liganden benutzt. Jedoch kommt es auch vor, daB 
andere als die angegebenen Ankerreste^ n&nlich solche mit 
&hnlichen Eigenschaf ten, benutzt werden (z.B* kann eine hy- 
drophobe Aminosaure durch eine andere hydrophobe ersetzt 
werden). Die Zahl der Mninosauren zwischen den Ankern ist in 
der Kegel konstant, jedoch kommt ee auch vor, daB ein oder 
zwei wettere AminosSuren eingeschoben eind. 

Hilfsanker; Diese werden bevprzugt, jedoch nicht obligato- 
risch, benutzt; sind mehrere Hilfsanker angegeben, wird in 
der Kegel zumindest ein Teil davon benutzt. 

Bei der Epitopvorhersage bezUglich einer Proteinsequenz wird 
nan zweckm^igerweise f olgendezmaBen vorgehen: 

Die Proteinsequenz wird nach Ankerresten ia richtigen Abstand 
abgesucht. Die so gefundenen Teilsequenzen .{Liganden-Kandida- 
ten) werden auf das Vorhandensein von Hilfsankerresten an der 
richtigen Position geprlift^ was die Zahl der Ligandenkandida- 
ten einengt. Aus den verbliebenen Kandidaten werden die aus- 
gewahlt, die noch weitere der bevorzugten Asiinosaurereste 
enthalten. 

Bemerkunqen zur E pitoDVorh*^r«»°« HIA-Klasse II-LiQanden 

Anker; Die HLA-Klasse H-Motive weisen 3 oder 4 Anker auf. 
Die einzelnen Liginden benutzen jedoch oft nur 2 dieser An- 
ker. Vennutlich benutzen die besonders stark bindenden Ligan- 
den alle Anker, und vennutlich kSnnen fehlende Ankerreste 
durch Obereinstimmung in anderen bevorzugten Resten kompen- 
siert werden. 
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Um dies zu verdeutlichenr eind bei den Ligandenbeispielen die 
passenden Ankerreste doppelt, die anderen bevorzugten Reste 
einfach unterstrichen. 

Die allel-spezifischen Motive in den Tabellen 39 - 47 sind 
in yrelativen Positionen (Erster Anker » Relative Position 1) 
angegeben, da die Zahl der AminosSurereste zwischen H-Termi- 
hue und erst em Anker bei Klasse II*-Liganden variabel ist (im 
Gegensatz zu Klasse I-Liganden). In den Tabellen 48 - 50 sind 
die Motive in den absolnten Positionen angegeben. 

Die Vorgehensweise bei der Epitop-Vorhersage innerhalb einer 
Proteinsequenz vird Shnlich sein vie bei Klasse Z, nur daB 
von vomherein die Sequenz nach Gbereinstimiming mit minde-^ 
stens 2 Ankerresten (davon einer Anker 1) abgesucht wird. 
^erden au£ diese Weise mehrere Liga'ndenkandidaten erhalten, 
werden zur weiteren Einengung die anderen bevorzugten Reste 
verglichen und schlieSlich auf fibereinstinimung nit dem (nicht 
allel-spezifischen) Prozessierungsmotiv (Protein aus absolu- 
ter Position 2 bzv» 12 bis 16) geprfift. 

In der fibsoluten Position 2 der untersuchten BUk-Klasse II- 
Liganden findet sich ein aehr starkes Pro-Signal. Weitere 
Pro-Signale finden sich in Bereich des C-Tenainus. Diese Pro- 
Signale scheinen ein bevorzugtes Merlanal von natttrlichen 
Klasse II-Liganden zu sein. Das Prbzessierungsnotiv ffir BIA- 
Klasse II-Liganden ist daher vie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
p P P P P P 

In den Tabellen 39-47 liegt der erste Anker in allgeneinen 
in Bereich der absoluten Positionen 3-5 oder 4-6. 
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Der obere Teil von Figur 2 zeigt einen verelnfachten Ver* 
gleich von Klasse II- und Klasse I-Liganden. Klasse II-Ligan- 
den (links) sind in der MHC-Spalte durch allel-spezifische 
Taschen verankert. Beide Enden der Spalte sind offen^ d.h. 
die Liganden (12-25 Reste, durchschnittlich 15 - 16 Reste) 
kSnnen heraushSngen . Der zweite Rest nach dem W-Terminus ist 
haufig Pro, vermutlich als Ergebnis einer Aminopeptidaseakti- 
vitat. Wie aus Figur 2 hervorgeht, ist dieser Pro-Rest nicht 
an der Bindung mit der MHC-Spalte beteiligt. D.h«, ein 
synthetisches, HHC Il-bindendes Peptidmotiv muO den ££S2-Re8t 
nicht cnthalten, sondem es beginnt vorzugsweise erst adt dem 
ersten Ankerrest. Der Abstand zwischen den N-Termini und dem 
ersten Anker ist 5 ± 1 Reste fOr die Mehrzahl der Liganden. 
Der Abstand zwischen dem letzten Anker und dem C-Terminus ist 
nicht konstant. Die Hauptunterschiede zu Liganden der Klasse 
I (rechts) sind die feste Bindung der Peptidtendni Innerhalb 
der Spalte und die besser definierte L&nge der Liganden. 

Der untere Teil von Figur 2 zeigt die hypothetische Bindung 
von Klasse II-Liganden an ihren Rezeptor. Der Ligand ist als 
Peptidriickgrat in einer langgestreckten Orientierung darge- 
stellt. Der erste hydrophobe Anker ist am a-Ende der Spalte 
und der letzte am entgegengesetzten Ende. Der zveiite Anker 
ist etwa in der Mitte, wo sich a- und G-Dom&nen treffen. 
Somit stimmt der Abstand zwischen dem ersten und dem letzten 
Anker mit der L&nge der Spalte ttberein. Die relativ konser- 
vierten Charakteristiken des ersten Ankers (hydrophob/aroma- 
tisch) den unterschiedlichen Allelen k6nnen das Fehlen eines 
verst&rkten Polymorphismus in den DNA-Genen wiederspiegeln^ 
w&hrend der zweite und der letzte Anker dem Einf luB der poly- 
morphen 6-Ketten ausgesetzt sind. 
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Tabelle 8: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 
sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispiele 
fOrUganden - 

Tabelle 9: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



HLA-Al-Motiv 

Position 
123456289 

T D L Y 

S E 



L P GG 
GN V 
I YI 



ATDFKFAMY 
I A DMGH L K Y 
MI E P RT L Q Y 
YTSDYFI SY 
LTDPGVLDY 



HLA-A3-MQtiv 

Position 
12345fiZ89X0 

L I I KK 

V ML Y 

M F M P 

V F 

T 

L 



I F I Q 

Y P S 

V T 

K K 
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Tabelle 10: 

Ankeireste 

bzw. Hilfsankcrrcste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 11: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



Position 

12^456789 10 II 

V M K K K 
I L 

F F 

Y Y 
T I 

A 



A 




N 


P 


P 


I 


L 


R 


R 


R 


R 






D 


G 


I 


V 


I 


K . 


D 










£ 


D 


F 


M 


Y 


N 












0 


B 


V 




V 


E 












K 


M 




F 


0 








A 


V 


M 


K 


P 


B 


A 


E 


K 


R 


K 


A 


V 


I 


L 


P 


P 


L 


S 


P 


Y 


F 



Position 

1 2 3 4 £ £ 7 8 9 

Y IF I 
V L 
F 



N D 

EP 

L 

M 

P 



N K 
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Tabelle 12: 



Ankerreste 

bznr. Hilfsankerreste 



HIA-A31-Mot!v 

Position 
12345fi789 



L 
V 
Y 
F 



L 
F 
V 
I 

T 



sonstige 

bevorzugte Reste 



KTKPPNNL 
QNDI DVR 
F E VERN 
L GF RF Q 
y S L T 
WV y H 
T W L 

y 



Beispiele 
fur Uganden 



L QF P V GR V HR 
OQLYWSHPR 
RGyRPRFRR 
KVFGPI HER 
KI MKWNYER 
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Tabelle 13: 



HLA.A33-Mot<v 

. Position 
123456789 



Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste A 

I 
L 
F 
T 
V 

besonders T L P P 1 

bevorzugte Reste K L 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste B Q R R R H Q 

M WD 1 D Y N 
E E F H V E 
N GP Y T M 
S V S 
HL 
P W 



Beispiele 

fOr Uganden DMAAQI TQR 

ESGPSI VHR 
EYYGSFVTR 
DY 1 HI R I QQR 
EI MKWNRER 
- EVL Dl F QDR 
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Tabelltt 14: 



\Ankerreste 



fnA-B7-MoHv 

Position 
12 3 4 5 6 7 8 9 

P L 
F 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Tabelle 15 i 



Ankezteste 



A DDDF L 
H E E P T V 
S QGl R 

KHV L 

y L I 

F K 

MS 

NT 

A P 

HLA-Pg-Motiv 

Position 
123456789 

K E L 
R 



besonders 
bevorzugte Reste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



G 
L 
I 



E 


NEE 


0 


OHO 




H MH 




1 S 




L 




y 




V 


D 


E N L 1 


H 


MD V 


L 


S Q D 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


y 


G 




K 
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Tabelle. 16: 



Ankerreste 



Hr.A-R»2702-MotiV 

Position 
12 3456789 

R P 
Y 
I 
I, 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste K F G I I Y K 

L P K V L V 
XKEY VD 
DV RT E 
EMD F R 
QT H 
T E 
S 9 

Beispide 

fCkrUganden S R D KT I I MW 

GRLTKHTKF 
R R F V N V V P T 1 
KRYKSI VKY 
KRKKAYADF 
KRGI LTLKY 
GRFGVGNRY 
GR F KL I V L y 
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Tabelle 17: HTA-B'3501-Motiv 

Position 
1234 5 6789 10 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste P T Y 

P F 
MM 
L L 
I I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MAI KDI VE 
VL DI QNQ 
y F E V KE V 
R V GT V QT 
D MP E L T 



E 
T 

y 

N 



G MK 

L 

M 



Tabelle 18s 



Ankerreste 

bzwr. Hilfsankerreste 



HLA-B*aS03-MQtlv 

Position 
123456789 

P L 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



A I EGDQQF 
DLKVENR 

MN H VT 

V H I 

R 



J 
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Tabelle 19: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Position 
1234^6789 



D 


V 


P I 


E 


I 


ML 




A 


L 




M 




K H 


T 


QT 


QP 


R 


K B 


G 


D 


y N 


S 


G 


L D 


L 


H 


0 






G 






H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



Position 
123456789 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
fur Liganden 



I HI 


GMV 


Y K I 


F A 


ET I 


V Y 


P D 


P VT 


N N 


WE 


L A K 


R 


Y S 


V E R 


T 


N 


GN 




M 


L H 




V 


K 






S 




£ H A 


G V I 


S V L 


T H D 


E L E 


DKL 


9 Y D 


E A V 


A QF 


Y P D 


PAN 


G KF 
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Tabelle 21: 

Ankerreste 

bzw. HUfsankeireste 
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HT^-R'aflOI-Moav 

Position 
12345£789 

R I L 

H V 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste A D V N N S 

D E Y y K 
I Gl F R 
LP L E 
F K F T 
V T 
M G 
S K 
T N 
y P 



Tabelle 22 t 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankenreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



■HIA-B»3902-Motiv 

Position 
1234^6789 



K 


I 


, 9 


L 




F 




V 


> 

K AGNVVTF 


A I 


p E y L S M 


F 


GT T R 


V 


PHY 


N 


OF N 


L 


S I D 


T 


T MH 


■• Y- 


P 


E 


R 


H 





wo 94/11738 



- 40 - 



rCT/EP93/03175 



Tabelle 23: 

HPV-P'51Q?-MPttv 

Position 
12345 6 789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A F 

P I 
G 



sonstige 

bevorzugte Reste I Wl G V N K T W 

L F L V T I Q M 

V MI GL R V 

Y F K A K E 
WE I 0 
YDS 

V 
E 

H . 
D 
R 
N 

Beispiele 

fiir Uganden YPFKPPKV 

DA HI Y L NHI 
T GY L NT VT V 
XAYALNHTL 
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Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 
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HLA-B*51Q2-Mnhv 

Position 
12^456769 

P Y I 
A V 
G 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P G V I RT 
V E QN E R 
•L K N Q Q Y 
I L G T K 
T T 

0 
R 
N 
H 



Tabelle 25: 



HLA-B'SIM-Mptfy 



Position 
12 2 4 5 6 7 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



AY 

P 

G 



V 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F F 
WD 
L 



E G I 
L A K 
N VT 
R N 

GO 
QM 
T R 
V 



wo 94/11738 



Tabelle 26: 



FCt/EP93/a3175 

- 42 - 

HTA.BrS201-Motiv 



Position 
12 2 4 5 6 7 8 

Ankenrestc 

bzw. Hilfsankerrestc Q F L I 

y I V 
W V 



sonstige 

bevorzugte Reste V M I L M K K 

L F L I F N E 
I P P V A L Q 

D p T T y 

KKGS 
E 
A 

Beispiele 

for Uganden TGyLNTVTV 

V QT I MP OL 
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Tabelle 27: 



HTJ^-B58-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste A P V F 

S E I W 
T KL 
M 
P 

sonstige 

bevomigte Reste KGGDAI LNY 

R TQDVYR 
I 1 R N L MK 
L T F N T 

V Y 
F W 

Y 0 
N 

0 



Beispiele 
fOx Liganden 



K A GQV VT I W 
A G D RT F.Q K W 
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Tabelle 28: 



HLA-B60-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste S I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste A P L K L K 

VKI NYR 
I D V P MQ 
L G D V 
MNT I 
F Q N D 
S T P R 
D GO 
N K 
0 

Beispiele 

fOrUganden KESTLHL 

H E AT L R 
YEI HDGMNL 



W094/1173S 



PCr/£P93/03l75 



Tabelle 29: 

HLA-BSl-Motiv 

Position 
1 2 a 4 5 £ 7 8 

Hilfsankerreste 



S P 


X 


I 


L 


L 


F 


V 


V 


T 




W 





sonstige 

bevorzugte Reste PMEVNYKA 



T GI 


V S P 


P L 


L 


S M 


W 


N D 


I 


DG 


T 


K V 


R 


A F 


D 


R N 


0 


NS 


G 


OK 





Beispiele : 
fCirLiganden 



GE F GGF CSV 
E E F OF 1 KKA 
OEFVDLYV 
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Tabelle 30: 



Ankerreste 

Oder HUfsankerreste 



HTA>B62-MotJV 

Position 
123456789 



9 
L 



I 
V 



P 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MKP G VV Y 
V A E L T T V 

N G F G L T 

F DT 1 I 

P 

Y 

H 

R 



Beispiele 
fur liganden 

Tabelle 31: 



V L KP GMVVT F 
YLGEFSI TY 



HLA-B7B-Motiv 



Ankerreste 

bzw. HUfsankerreste 



Position 
1 234562fi 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Y E D 


A K 


D D G 


V S 


WG V 


N 


L N 


K 


V R 


9 


S Q 


E 


QS 




RT 




N 
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Tabelle 32: 



Ankerreste 

bzur. Hilfsankerreste 



Cw'Oaoi-Motiv 

Position 
12245£789 



VP 

I 

Y 

L 

M 



F 
Y 



L 
P 
M 
I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



R ER N MOT 
N K 
S 
M 



Tabelle 33 t 



Ankerreste 

hzvr. Hilfsankerreste 



HTA.rw*(Uni.MQtiv 

Position 
1 2 3 4 5 £ 7 8 9 



Y 
F 



V 

I 

L 



L 
F 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P DD A X K 
HBH AS 
P M XH 
XT K 
R 
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Tabelle 34: 



HLA>Cw^06Q2>Motiv 



Position 



Ankcrrcste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
fur Liganden 



12 3 4 


5 £ 7 8 9 




IV h 




LI I 




F L V 




M Y 


I P P P 


KA R Y 


F R I E 


T K E 


K GD 


S QQ 


Y F 0 


N14 


Y L 


R 


K 


G 


N 


T 


A 


S 




K 


Y OF T 


G I K K Y 


VR HD 


G G N V L 


F AF P 


LI QRV 


XQRT 


P K A G L Y Y 
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Tabelle 35: 



HIA-Cw*07Q2-MoOv 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



Position 
12345£789 



V V 

Y I 
I L 
L IS. 
P 
M 



Y 
P 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
iOr liganden 



R P DT 


AYE 


DGE 


R MA 


A V 


N F 


0 


RD 


P 


V K 


S 


F 


G 


B 



KYFDEHYEY 

RYRP GT VAL 

N KA DV I L K Y 

I YP QN V I L Y 

1 RKP Y I WE Y 

NYGGGNYGSGSY 

F YP P Y L Y 
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Tabelle 36: 



Position 

123456789 

Anker f 

Y M. 

r 

stark FPDEAVAH 
Q MINK 

U 

H 

xchwaeh k m R F S Q I 

E R T H 0 S 

G 0 K D P 

• ■■ P F r r 

X a M 6 

Q H E T 

G K Y 
H P 
L S 
5 
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Tabelle 37: 



Anker 



stark 



schwach 



Po^fion 

123456789 

L 
I 
M 
V 

? D 1 V R K 
I E M I N r 
EPF Q 
Y N £ 
N 
D 

IPCGLAYS 
r R V T K 
K T 
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Tabelle 38: 



Posilion 

12 3 4 5 6 7 8 9 



Anker 



L 
r 

m 



stark 



schwach 





* 


D 


y 










F 


Z 


K 


I 










P 




V 






p 


K 




Z 


T 


H 


A 


r 


6 




F 


A 


? 


E 




R 




V 




Y 


k 








A 




V 


s 








M 




D 





Demnach haben HLA- Cw4-. Cw6- und Cw7-Iigaxiden folgende 
Eigenschaften: 

1. ) Uberwiegende L&nge von 9 Amlnosauren (Idngere und kOzzere Peptide 
' konnen vorkommen) 

2. ) Oberwicgcnd aromatische Reste F oder Y an Position 2 

3. ) ObcrwJcgcnd hydrophobe Restc V. I, L. F, A an Position 6 CHilfisanker*! 

4. ) Hydrophobe Reste L, F, Y. M« V am C-Tennlnus 

Indlvlduelie Unterschicdc dcr Uganden-SpezlfltAt von Cw4, Cw6, und Cw7 
gehen aus dezi Tabellcn hezvor. 
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Tabelle 39: 



Ankerreste 



HLA.DRB1*0101-Motiv. 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Y L L 

V A A 
LI I 
P V V 
Z M N 
AN P 
M Y 
W 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen K 

g 

E 
N 
D 
R 
H 

bevorzugte 

kleine. . Reste A A S A S S 

T S T G T T 
P P S P 
T 
P 



K K 


E 


H H 


K 


D D 


G 


R R 


R 


E E 


D 


D D 


Q 


R R 


H 


QQ 


D 


H H 


R 







wo 94/1 1738 



. 54 ^ 



. I»CrAEP93/03I75 



Tabelle 40: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



Hyi-nRRiM2ni.Motiv 

Relative Position 
•10 1 2345£789 10 

I L V Y 

L M T F 

F N r M 

y V I I 

V A N V 
A 



N 


K 


K . 


R 


D 


K 


0 


B 


K 


R 


B 


B 


0 


H 


H 


D 


R 


R 


0 


E 




H 


H 


D 


K 




D 










A 


GA A 


A 


A 




T 


P GG 


G 


G 



bevorzugte 
kleine Reste 

T P 

ST S S 
TP T 
P S 
P 

Beispiele 

fiSr Ugandan SSVlI^Nirjva^YXQT 

I KLLNBNSIVF 
GP DGRL^EGYDOF A YEGK 
S D E K I E MN R V V R N N L R 
I NQl£G|,SGLiai£LB£L 

EALi HOLKi NP^VL S 
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Tabelle 41: 

HLA-DR4wl4.Motiv 



Ankerreste 



Relative Position 
-10123456789 10 

IF I 

L T V 

MI L 

V V M 

Y L Y 
F M A 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
kleine Reste 



H 


K 


QDD 


Q 


R 


N H H 


N 


Q 


EOQ 


E 


N 


D N N 


D 


H 




0 






R 








A 


GT A 



T S 



Beispiele 

furLiganden G S A S £ H 1 A M S R P G R G E F 

VDDTQ^VBEfiSDAASQRMEP 
YDNS^KI 4 SHASXTTN 
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J < 

Q ~ Z 

b. < 2 i«S kj< H 

>. >< b c: tc H 

H Z S 2 63 > Ca> 
Zilt4l> oa:4IMIZll(4i 

>| CIO ^ CO > cu o. G»0 O 

= - QaQOQOQBQBcaaiai 

»j > ajS CO 

a»H < H Q CD CO Cu. 
z Q c: GftC. » ^ X 
CO>0u^>iZ.JZ 
« id Q 
X 



:1 


b. 




Oj 


fc. >- 




cm 


>- J Iv, 


< 


001 














M OS H GDZ 




)SiUon 
4 5 






Q 








Mi a.><z 










ij M fa s > 




o 
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Tabelle 43: 

HLA.DRw52.Motlv 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ankerreste 



F 


N 


L 


I 


L 


Y 


L 


V 


I 


y 


I 


V 


M 


Y 




A 


A 





sonstige 

bevorzugte Reste E A A A A T E 

KT EG K 

0 RK 9 

N 

Beispiele 

fiSr Liganden SLQgGY^TGVI NAP 

SSVI I LNT^VfiJvXQS 
n| E RJ2 K Ai K V I 
VT RY I YgB E E Y AR F 
V V AP E MAfil P t L L Y 



WP 94/11738 



per/ia»93/03I75 

- 58 - 



Tabelle 44: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



bevorzugte 



HLA-DPwg-Motiv 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

r F I 

L L A 

M MM 

V Y V 
W 
Y 



R 


D 


N 


N 


N 


H 


D 


0 


0 


Q 


H 


H 


H 


R 


K 


R 


K 








E 









s s 



kleine Reste A T 

T A 

Beispiele 

fiirLiganden h F.R1££ HY PFLPSTEDV 

LPREEHiFRlCFHY^PFLPS 

V T H K £ E I Q t F H T I G V E 
ADEKfiFWOKY^YEi ARRHP 
DSFK^fllKEFaVLKSLG 
GJBPLSYTRFSfeARQVDG 
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o 

0> . fH < o. < 

p 

^ CO zxODb)^ a. cu »j 



o 

CO 

o 
. « 

o 

0 

I 

< 



< <3>cu 
CO <OHC0 dXH 

o GDX 2:1:0: <0(^co S(4<| 

^ h ^« M S »4 .JDHtSi 
. O <OH(00« ;j> K 

T QtdUZO) CQUIS 

{->« 
O CO 
D 

c 



. c 

^ c So ^ja 
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Tabelle 46: 



Ankenreste 



Relative Position 
-10123456789 10 

F F V 

L L Y 

Y , y I 
M MA 
I V L 

V I 
A A 

bevorzugte Reste, 

polar Oder geladen K N 

R K 
E E 
N 

0 

bevorzugte 

kleine Reste A 

V 

Beispiele 

farUganden XKEXFAATOgEP^NN 

G P G ^ P A D V 0 X D L 3C L N V A N R R 
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Tabelle 47: 

Relative Position 
-10 123456769 

Ankerreste 

L F L 
F Y I 
N V W 
V 

sonstige 

bevorzugte Reste BAP 

R E 
T G 
H 
N 

0 
R 
S 
T 



D1LR52 Y ADWY OQKP G 
IkiJdi DRFEPL 
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Tabelle 48a: 
HLA-DRl-Mntiv 

1 2 S 4 5 6 7 8 • 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
sehr Stark p 

E OFRLRM .KT 
F T H M N P D . 
Y 1 S G P 
K K 
V 

SChwach GDPODNaSMQRA.KFE 

GtJfGM. qTaMQlA Q 
iNAISvQse 1 
NlNaatal T 

L £ 1 9 1 V 

K € V V 

K L e 

T hi 

D S 

Q 
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TaBelle 48b: 



Interpretation: 



1 2. 3 4 5 6 7 8 9 10 t1 12 n 



£ K D M M M 

D K Q A A 

K D H L 

£ E 

Q 



I F F I 

L Y Y K 

M A I A 

F L A V 
K L 
V 



Demnach haben naturliche DRl-Ugandcn folgende Eigenschaften: 
L) Unge uberwlegend mehr als 1 1 Aininosauren (1st bcrcits bekannt) 
2 J Obenviegend P an zwciter Position 

3. ) Polare/geladcne Reste D. K, K, Q an Position 2, 3 odcr 4 

4, ) Hydrophobe Reste I. L. M. F. A an Position 3. 4. 5 Oder 6 
5-). Hydrophobe Reste M. A oder L an Position 9, 10 oder 1 1 
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Tabelle 49a: 



Sehr stark 



1 2 3 4 5 C 7 8 0 10 11 12 13 1< 15 16 



Stark A RDDDRQRLLTFFS 

Z QFLQDXKNEyr^ict 
P LLSKKrSKQLYyH 
V FArSQDE F 6 
GlyYHTY A 
K K Q M K K 
D T I P S d 
I R F 6 H 

£ 
Q 
G 
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Tabislle 49b: 
Interpretation: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 U M IS 16 



L F L L Y F F 

r L I F L L X 

I I 5f A Jf 

Y F 

M 

A 



D 


D 


D 


D 


Q 


D 




C 


K 


K 


K 


K 


£ 




Q 


Q 


R 


R 


Q 






R 


£ 


£ 








H 




N 












H 



Dcmnach habcn naturliche DR3-Liganden folgende Eigenschaiten: 
IJ wic bel DRl 
2.) wie bei DRl 

30 Hydrophobe Rcstc L. F. 1. Y, M. A aii PoslUon 3.4 odcr 5 

4. ) Polare/gdadene Rcste an Position 4, 5, 6. 7, 8 oder 9 

5. ) Hydrophobe Reste L. F. A. Y an PosIUon 11. 12 oder 13 
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Tabelle 50a; 



HIA.DR5.Motiv 

t 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Sehr Stark p 

stark NDKRRRRPHRmDAi 

gNDINKNlDEQMp 



E 


E 


L 


Q 


L 


L 


V 


E q 




L 


G 


F 


L 


A 


d 


A 


H 


r F 


T 


I 


r 


K 


q 




£ 


y 


V 




L 


V 


A 


M 




G 


V 


p 


H 


X 


V 


H 


V 




h 


p 




V 


M 


a 


M 






k 


q 






F 


n 








S 


a 






Y 


K 










r 






V 












K 





H 

'r 
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Tabelle 50b: 
Intezpretatioru 

HLA-DR!g-Mnt<v 

1 .2 3 .4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



N D 


D 


K 


R 


R 


R 


M 


R 


£ 


. £ 


K 


K 


N 


N 


D 


£- 


K 


M 


n 


Q 


q 


d 


£ 


C 


H 


K 




K 






Q 






H 




K 










L 


L 


L 


I. 


L 


L 






V 


V 


Y 


M 












.1 


I 














M 


V 














F 


F 













... V 

Dcmnach haben naturliche DR5-Llganden folgende BigenschafLen: 
14 wle DRl .. . . . ^ 

2 J wicDRi z ^" ^. ' . . . ' - 

3. ) Polare/Qbenviegcnd negativ gcladenc.Rcste N, D, E. H, K an Position 2, .3 

Oder 4 

4. ) Polare/uberwlegend posltlv geladcnc Rcste R, K, N, Q an Position 5. 6. 7 

Oder 8 

5. ) Hydrophobe Restc L, Y. V. 1. M, F. A an Position 3. 4 oder 5 sowie an 5. 6 

Oder 7 .... 

6 J Polarc/geladcnc Restc D, k H, R Q an Position 10. 11 oder 12 
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Fatentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimroung von allelspezifischen Pep'tidmo"- 
tlven anf MolekUlen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder 11^ wobei man 

(a) durch ZellaufschluB von Zellen, die HBC-Molekiile 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekule mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durcb ImmnnprSzipitation aus dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die Peptidmiecbungen von MBC-Holekulen and sonati- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon aeguen- 
ziert, and 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezifische Peptidmotiv ableitet, 

dadur.ch gekennzeicbnetr 
daB man Peptidmotive auf MolekQlan bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestehend aus BZA-Al, BIA-»A3, HLA-A11# BLA-A24, 
HLA-A31, HLA-A33, HIA-B7, BLA-BB, BLA-B*2702, 
BLA-B*3501, HIJl*B*3503, BLA-B37, HI.A-B38, ELA-B«3901, 
HLA-B*3902, HLA-B*5101, BIiA*B«5102, HLA-B«5103, BLA- 
B*5201, BLA-B58, BLA-B60, BLA-B61, HLA-B62, HLA-B78, 
HLA-Cw*0301, BLA-Cw*0401, BIiA-Cw*0602, HLA-C%f*0702, 
HLA-CW4, HLA-CwS, BLA-Cw7, BLA-IIRBl*0101, DRB1*1201, 
HLA-DR4W14, HLA-DR17, BLA-DRw52, BLA-DPw2, BLA- 
DPB1*040I, BLA-DQB1*0301, BLA-DQvl, BLA-DRl, BLA*DR3 und 
BLA'-^DRS ausgewShlt sind. 

2» Verfabren nacb Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man flir die Immunprazipitation Antik5rper verwendet, 
die flir MBC-MolekQle apezifisch sind. 
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3* Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzelchnet, 
daB man Festphasen-gebundene Antikorper verwendet. 

4. Verfahren nach elnem der vorhergehenden Ansprliche, 
dadurch gekennzeichnet, 

. daB die Abtrennung der Peptidmischungen von MHC-Molekti* 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chronatographisch 
erfolgt* 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennze l.c h n e t , 

daS die Abtrennung ttber Reverse Phaee-^HPLC erfolgt. 

6« Verfahren nach Anspruch 5/ 

dadurch gekennzelchnetf 
daB die Abtrennung in einem Trif lucre ssigsaure/Hj 0-Tri* 
f luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erf olgt • 

7. Peptidmotiv, erhSltlich durch ein Verfahren nach einen 
der Anspriiche 1 bis 6. 

8. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels* 

9. Verwendung nach Anspruch 8 flir den diagnostischen Nach-* 
veis von MEC-'Molekiilen. 

10* Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch ge. kenhzeichnetf 

daB nan ein Peptid, das einesi Peptidindtiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin-* 
Oder einer Fluor eszenzgruppe koppelt. 
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11. Vcrwendung nach Anspruch 9 ffir die TherApie von Stdrun- 
gen des Isnnunsysteins oder von Tiunorerkrankungen. 

12* Verwendung nach Anspruch 11 fUr die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten, TransplantatabstoBungen oder/und Graft- 
ver8Us--Bost«-Reaktionen • 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daO eln Peptid, das einem Peptidnotiv entspricht, 
oder/und Co-terminal nit lipophilen bzw. ainphiphilen 
Gruppen, insb^sondere aiich lipophilen Peptid-Helices 
kovalent verkiipft wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 
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